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Abstract-Vibrio harveyi infection in aquacultures may cause death and economical loss. Rapid detection of this bacteria may prevent 
its dispersal in aquacultures. The goal of this research was to develop method in detection of Vibrio harveyi via amplification of toxR 
gene. DNA amplification was carried out with two methods, loop-mediated isothermal amplification (LAMP) and polymerase chain 
reaction (PCR). Amplification with LAMP suggest optimization of either protocol or primer design was needed to prevents false 
positive results. Amplification with PCR yields 229 bp-length product specific to Vibrio harveyi with detection limit up to 0.526 ng.µL-
1 (equals to 2.09 × 106 CFU.mL-1). 
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Abstrak-Infeksi hewan akuakultur oleh Vibrio harveyi dapat menyebabkan kematian serta kerugian ekonomi. 
Kemampuan untuk mendeteksi bakteri tersebut secara dini dapat mencegah penyebarannya dalam akuakultur. 
Penelitian ini bertujuan mengembangkan metode untuk mendeteksi Vibrio harveyi melalui amplifikasi gen toxR. 
Amplifikasi DNA dilakukan dengan dua metode, yakni amplifikasi isotermal termediasi loop (loop-mediated 
isothermal amplification, LAMP) dan reaksi berantai polimerase (PCR). Amplifikasi menggunakan metode LAMP 
menunjukkan perlu dilakukan optimasi protokol maupun desain primer untuk mencegah perolehan hasil false 
positive. Amplifikasi menggunakan metode PCR menghasilkan produk berukuran 229 pasang basa yang spesifik pada 
Vibrio harveyi dengan batas deteksi hingga 0,526 ng.µL
-1 
(setara 2,09 × 10
6 
CFU.mL
-1
). 
 
Kata kunci: Akuakultur, LAMP, PCR, toxR, Vibrio harveyi 
 
PENDAHULUAN  
Indonesia merupakan negara kepulauan terbesar di dunia dengan potensi budidaya 
udang yang cukup besar. Hal ini terlihat dari kemampuan Indonesia dalam menghasilkan 400 kg 
udang untuk setiap hektar pertambakan udang tiap tahunnya (Garno, 2004). Udang yang 
menjadi komoditas unggulan Indonesia ada dua, yakni udang Windu (Penaeus monodon) dan 
udang Vaname (Litopenaeus vannamei). Pada tahun 2013 sebanyak 25,4% udang yang 
dihasilkan diekspor oleh Indonesia ke negara lainnya (Direktorat Jenderal Perikanan Budidaya, 
n.d.). Oleh karena itu produksi udang di Indonesia perlu dihindarkan dari faktor-faktor 
penyebab kegagalan panen, misalnya terserang penyakit. 
Vibrio harveyi adalah bakteri Gram negatif yang dapat berluminesens dan merupakan 
patogen bagi udang yang banyak dijumpai di perairan laut (Austin & Zhang, 2006). Bakteri ini 
dapat dijumpai di perairan Indonesia dan dapat menginfeksi udang Windu maupun udang 
Vaname (Felix, Nugroho, Silalahi, & Octavia, 2011; Robertson et al., 1998; Liu, Lee, & Chen, 
1996). Infeksi oleh Vibrio harveyi dapat menyebabkan berbagai gejala seperti lesu, tidak nafsu 
makan, kerusakan organ dan dapat berakibat pada kematian (Austin, 2010). Oleh karena itu, 
untuk mencegah penyebaran bakteri tersebut ke dalam akuakultur diperlukan metode untuk 
mendeteksi keberadaan bakteri tersebut. 
Deteksi Vibrio harveyi dapat dilakukan dengan metode konvensional maupun metode 
molekuler. Metode molekuler seperti amplifikasi DNA umumnya lebih sering digunakan karena 
dapat digunakan untuk mendeteksi lebih cepat (Hundenborn, Thurig, Kommerell, Haag, & 
Nolte, 2013). Metode amplifikasi DNA yang paling banyak digunakan adalah menggunakan 
PCR. PCR telah digunakan untuk mendeteksi Vibrio harveyi dengan berbagai gen sasaran, 
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misalnya 16S rDNA maupun gen toxR (Pang et al., 2006; Oakey, Levy, Bourne, Cullen & Thomas, 
2003). Akan tetapi, metode PCR dalam penelitian sebelumnya memiliki kelemahan baik dalam 
spesifisitas maupun waktu deteksi.  
Metode lainnya yang dapat digunakan untuk amplifikasi DNA adalah LAMP. Metode ini 
menggunakan 2 pasang primer untuk mengenali 6 daerah pada DNA cetakan sehingga 
memiliki spesifisitas yang lebih baik. LAMP juga menggunakan enzim Bst polimerase yang 
memiliki aktivitas strand-displacement untuk melakukan amplifikasi pada satu suhu dengan 
lama reaksi hanya satu jam (Notomi et al., 2000). Kecepatan reaksi dapat dipercepat dengan 
menggunakan primer loop dan primer stem (Gandelman, Jackson, Kiddle, & Tisi, 2011; 
Nagamine, Hase, & Notomi, 2002). 
Deteksi Vibrio harveyi dengan LAMP telah dilakukan, namun tidak menggunakan primer 
stem ataupun primer loop untuk mempercepat reaksi (Cao, Wu, Jian, & Lu, 2010). Penelitian ini 
membuat desain primer LAMP baru untuk mendeteksi Vibrio harveyi yang menyediakan 
tempat untuk penempelan primer stem dan primer loop. Desain primer yang dihasilkan 
kemudian diuji apakah dapat digunakan untuk deteksi dengan metode LAMP. Di samping itu, 
primer luar digunakan untuk deteksi dengan metode PCR.  
 
METODE PENELITIAN 
Biakan dan Kultivasi Bakteri 
Biakan Vibrio harveyi yang diperoleh dari Balai Pengembangan Perikanan dan Budidaya 
Air Payau dibiakan di medium tryptic soy agar atau tryptic soy broth yang diperkaya dengan 
NaCl 2,5% pada suhu 28oC. Biakan Vibrio cholerae dan Escherichia coli diperoleh dari 
Laboratorium Bioteknologi Mikroorganisme Fakultas Teknobiologi Universitas Surabaya. Vibrio 
cholerae dan Escherichia coli dibiakan di medium tryptic soy agar atau triptic soy broth yang 
diperkaya dengan NaCl 2,5% pada suhu 37oC. 
 
Isolasi DNA Bakteri 
Isolasi DNA dilakukan dengan dua metode, yakni thermal lysis dan Chen & Kuo (1993). 
Metode thermal lysis dilakukan dengan mengendapkan 1,5 mL biakan bakteri dengan 
sentrifugasi pada 12.000 rpm selama 3 menit. Pelet diresuspensi menggunakan 50 µL ddH2O 
kemudian dididihkan selama 5 menit. Debris sel kemudian diendapkan dengan sentrifugasi 
pada 12.000 rpm selama 3 menit. Supernatan kemudian diambil dan digunakan sebagai 
cetakan untuk reaksi amplifikasi. 
Metode Chen dan Kuo dilakukan dengan mengendapkan 1,5 mL biakan bakteri dengan 
sentrifugasi pada 12.000 rpm selama 3 menit. Pelet diresuspensi dengan 200µL lysis buffer (Tris-
asetat 40 mM pH 8,0, Na-asetat 20 mM, 1 mM EDTA, SDS 1%) kemudian ditambahkan 66 µL 
NaCl 5 M dan diendapkan dengan sentrifugasi pada 12.000 rpm selama 10 menit pada 4oC. 
Supernatan diambil dan ditambahkan klorofom dengan volume yang sama kemudian dibolak-
balik hingga terbentuk campuran berwarna putih susu. Campuran kemudian disentrifugasi 
pada 12.000 rpm selama 3 menit kemudian fase air diambil dan dipindahkan ke dalam tabung 
mikrosentrifugasi baru. Etanol absolut dingin dengan volume 2 kali volume fase air yang 
terambil ditambahkan dan dibolak balik hingga homogen. Campuran didiamkan selama 2-4 jam 
di dalam bak es sebelum disentrifugasi pada 12.000 rpm selama 3 menit pada suhu 4oC. Pelet 
yang terbentuk kemudian dicuci dengan etanol 70% sebanyak 2 kali sebelum dilarutkan dengan 
50 µL ddH2O. 
 
Desain Primer dan Uji Penempelan Primer  
Primer LAMP didesain menggunakan piranti lunak PrimerExplorer V5 (http://primer 
explorer.jp/lampv5e/index.html) sesuai dengan panduan “A Guide to LAMP primer designing” 
(http://primerexplorer.jp/e/v4_manual/index.html). Sekuens Vibrio harveyi yang digunakan 
merupakan sekuens gen toxR yang terkonservasi pada beberapa galur Vibrio harveyi 
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(DQ503438.1, DQ640261.1, DQ640260.1, DQ640259.1, DQ640258.1, DQ640255.1, 
DQ517446.1 dan DQ403146.1) yang diperoleh dari pangkalan data GenBank. 
Penempelan primer outer (F3 & B3) diuji menggunakan reaksi PCR. Reaksi PCR dilakukan 
pada campuran reaksi 10 µL yang mengandung GoTaq® Green Master Mix 1× (Promega), 
primer F3 dan B3 masing-masing 1 µM dan 1 µL DNA cetakan dengan produk amplifikasi yang 
diharapkan berukuran 229 bp. Hasil PCR kemudian diencerkan 50 kali dan digunakan sebagai 
cetakan dalam reaksi nested- PCR untuk menguji kemampuan penempelan primer inner (FIP & 
BIP). Nested- PCR dilakukan pada campuran reaksi 10 µL yang mengandung GoTaq® Green 
Master Mix 1× (Promega), primer FIP dan BIP masing-masing 1,6 µM dan 1 µL DNA cetakan 
dengan produk amplifikasi yang diharapkan berukuran 222 bp. Kedua reaksi PCR dilakukan 
dengan predenaturasi pada 95℃ selama 5 menit, 30 siklus yang tersusun atas denaturasi pada 
95℃ selama 1 menit, penempelan primer pada 53℃ selama 1 menit dan elongasi pada 72℃ 
selama 30 detik. 
 
LAMP 
Reaksi LAMP dilakukan pada volume reaksi 10 µL dengan campuran reaksi dasar Tris-Cl 
pH 8,8 20 mM, (NH4)2SO4 10 mM, KCl 50 mM, Tween
® 0,1%, dNTP 1,4 mM, Bst 2.0 WarmStart® 
DNA Polymerase 8 U dan 0,4 µL DNA cetakan. Suhu optimum reaksi ditentukan melalui variasi 
suhu reaksi 55, 57, 59, 61, 63 dan 65℃ selama 1 jam diikuti dengan pemanasan pada 85℃ 
selama 3 menit. Kadar MgSO4 juga divariasikan pada 2-8 mM sementara kadar DMSO yang 
ditambahkan divariasikan pada 2,5-10%. Waktu reaksi juga divariasikan pada 35, 40 dan 45 
menit. Hasil reaksi divisualisasi dengan elektroforesis gel agarosa 1,5 %. Hasil positif 
ditunjukkan dengan keberadaan larik serupa tangga yang muncul pada reaksi yang diberi 
cetakan. 
 
PCR 
Reaksi PCR dilakukan pada volume reaksi 10 µL dengan campuran reaksi GoTaq® Green 
Master Mix 1×, primer F3 dan B3 masing-masing 1 µM dan DNA cetakan 1 µL. Reaksi dilakukan 
dengan predenaturasi pada 95℃ selama 5 menit diikuti 35 siklus yang terdiri dari denaturasi 
pada 95℃ selama 1 menit, penempelan primer yang divariasikan untuk optimasi pada 51, 53, 
55, 57 dan 59℃ selama 1 menit dan elongasi pada 72℃ selama 30 detik. Hasil reaksi 
divisualisasi dengan elektroforesis gel agarosa 1,5% dengan hasil optimal berupa larik DNA 
tunggal berukuran 229 bp. 
Uji spesifisitas deteksi dilakukan dengan menggunakan DNA dari Escherichia coli dan 
Vibrio harveyi sebagai pembanding. Reaksi PCR dilakukan sesuai yang telah disebutkan 
menggunakan suhu optimum untuk penempelan primer. Uji batas deteksi dilakukan dengan 
menggunakan dua sumber DNA cetakan, yakni DNA yang diperoleh melalui thermallysis 
maupun metode Chen & Kuo. DNA yang diperoleh diencerkan sebanyak 10 kali lipat hingga 
tingkat pengenceran 10-4 kadar DNA awal. DNA cetakan tersebut kemudian digunakan sebagai 
cetakan dalam reaksi PCR yang dijabarkan sebelumnya. Hasil PCR divisualisasi dengan 
elektroforesis gel agarosa 1,5% dengan larik berukuran 229 bp pada Vibrio harveyi. 
 
HASIL dan BAHASAN  
Desain Primer 
Primer LAMP didesain agar dapat mengamplifikasi segmen gen toxR yang spesifik pada 
Vibrio harveyi. Hal ini dilakukan karena gen toxR memiliki variasi interspesies genus Vibrio yang 
cukup tinggi sehingga dapat digunakan untuk membedakan spesies Vibrio (Pascual, Macian, 
Arahal, Garay & Pujalte, 2010). Desain primer baru akan mengamplifikasi basa ke-126 hingga 
354 dari gen toxR dengan daerah kosong pada sebanyak 46 basa yang dapat menjadi daerah 
target primer stem serta 28 dan 26 basa yang dapat menjadi daerah target primer loop (Tabel 
1). Primer yang didesain memiliki Tm F2 dan B2 yang berada dalam rentang 60-65℃ sehingga 
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dapat menempel pada suhu reaksi polimerisasi oleh Bst DNA polimerase. Selain itu, Tm F1c dan 
B1c juga lebih tinggi dari F2 dan B2 sehingga memudahkan pembentukan struktur loop saat 
amplifikasi (Notomi et al., 2000). 
 
Tabel 1  
Karakteristik dan sekuens primer LAMP untuk deteksi Vibrio harveyi 
Nama Letak Tm  Sekuens 
toxR-F3 126-144 63,6 TCTACTCATGTTGGCAGAG 
toxR-B3 337-354 61,6 AGATAGTGGGCTTAAACG 
toxR-FIP 
(F1c-F2) 
194-213 (F1c) 
145-165 (F2) 
69,5 (F1c) 
65,2 (F2) 
CACCTCAAAACCCTGCTCCC 
AGACCCAATGAAGTGTTAACG 
toxR-BIP 
(B1c-B2) 
260-281 (B1c) 
308-324 (B2) 
68 (B1c) 
62,5 (B2) 
TGAAAGACTCTACGAAGTCGC 
CAATCAGTTGGTAACCGC 
 
 
 
Gambar 1. Hasil PCR menggunakan primer F3 & B3 (1), nested-PCR dengan primer FIP & BIP (2) dan 
kontrol (3). M adalah marker 100 bp. 
Primer yang baru saja didesain telah dipastikan dapat menempel pada DNA cetakan 
sesuai dengan posisi yang diharapkan. Hasil PCR menunjukkan primer F3 dan B3 dapat 
menempel dan menghasilkan produk amplifikasi berukuran 229 bp, sementara nested-PCR 
dengan primer FIP dan BIP menghasilkan produk amplifikasi berukuran 222 bp (Gambar 1). 
Terbentuknya produk pada reaksi nested-PCR menunjukkan kemampuan primer FIP dan BIP 
untuk menempel di antara sekuens primer F3 dan B3 sebagaimana permodelan dalam LAMP. 
Metode pembuktian yang mirip juga pernah dilakukan untuk menguji spesifisitas primer LAMP 
hanya dengan menggunakan F3 dan B3 (Fernandez-Soto et al., 2014).  
Deteksi dengan LAMP 
Suhu reaksi optimum untuk reaksi amplifikasi berkisar di antar 59-65℃ (Gambar 2a). 
Hal ini dikarenakan pada suhu 60-65℃ merupakan suhu optimum bagi aktivitas polimerisasi 
pada Bst DNA Polimerase. Selain itu, terbentuknya hasil amplifikasi pada suhu tersebut 
menunjukkan kemampuan primer untuk dapat menempel pada cetakan pada suhu reaksi 
tersebut (Notomi et al., 2000). Akan tetapi, produk amplifikasi juga dijumpai pada reaksi 
kontrol yang tidak menggunakan DNA cetakan. Oleh karena itu, kondisi reaksi LAMP 
dilakukan optimasi untuk mencegah kemunculan hasil false positive. 
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Gambar 2. Optimasi reaksi LAMP pada variasi suhu (dalam ℃) (a), kadar Mg
2+ (b), kadar DMSO 
(c) dan lama reaksi (d). M adalah ladder 1 kb (a & b) dan 100 bp (c & d), K adalah kontrol tanpa 
cetakan, T adalah reaksi dengan cetakan. 
Hasil false positive dapat disebabkan oleh beberapa hal, salah satunya adalah dimer 
primer. Berbagai parameter yang berpotensi menyebabkan dimer primer dioptimasi untuk 
mencegah hasil false positive. Variasi kadar MgSO4 menunjukan bahwa hasil false positive 
membutuhkan kadar Mg2+ minimal 5 mM. Penggunaan MgSO4 pada kadar yang lebih rendah 
tidak akan menghasilkan reaksi amplifikasi (Gambar 2b). Akan tetapi, pada kadar Mg2+ sebesar 
4 mM, campuran reaksi yang menggunakan cetakan menunjukan hasil false negative (data 
tidak ditampilkan).  
DMSO dapat ditambahkan untuk menurunkan hasil false positive karena dapat 
mengganggu ikatan antar nukleotida (Notomi et al., 2000). Hal ini ditunjukan dengan seiring 
dengan peningkatan kadar DMSO maka terjadi penurunan intensitas hasil amplifikasi (Gambar 
2c). Akan tetapi pemberian DMSO tidak dapat mencegah terbentuknya hasil false positive pada 
penelitian ini. Pada kadar DMSO 10%, reaksi amplifikasi sama sekali tidak terjadi. Hal ini 
disebabkan DMSO dapat mengganggu aktivitas Bst DNA polimerase pada kadar yang terlalu 
tinggi (Wang, Brewster, Paul, & Tomasula, 2015).  
Metode lainnya yang dapat digunakan untuk memisahkan antara hasil false positive 
dengan hasil positif sejati adalah dengan mengurangi waktu reaksi. Hasil menunjukan waktu 
minimum yang dibutuhkan untuk menghasilkan produk adalah 40 menit (Gambar 2d). Akan 
tetapi pada waktu minimum tersebut tetap terjadi false positive. Hal tersebut merupakan salah 
satu permasalahan yang sering terjadi dalam pengembangan metode LAMP untuk deteksi. 
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Berdasarkan usaha optimasi yang telah dilakukan saat ini, metode LAMP belum dapat 
diterapkan untuk deteksi Vibrio harveyi. 
Perolehan hasil false positive pada LAMP dapat disebabkan oleh beberapa hal, misalnya 
self-amplification akibat terbentuknya dimer primer ataupun struktur sekunder berupa 
hairpin. Pembentukan struktur sekunder ataupun dimer diketahui dapat menunjukan reaksi 
polimerisasi meskipun mekanisme terjadinya reaksi belum diketahui secara pasti. Hal ini 
disebabkan dalam desain primer LAMP tidak dapat dilakukan dengan mengikuti protokol 
desain primer secara umum. Beberapa penelitian juga mendapat hasil false positive meskipun 
menggunakan parameter penapisan primer yang telah berhasil untuk mendesain primer 
lainnya. Penelitian lain menunjukan bahwa dengan mengoptimasi desain primer dapat 
menurunkan hasil false positive, yakni dengan menggeser sekuens target yang lebih sulit 
membentuk interaksi sekunder ataupun dimer (Meagher, Priye, Light, Huang, & Wang, 2018). 
Faktor lain penyebab terjadinya false positive adalah terjadinya kontaminasi. Sebagai 
metode yang sensitif, LAMP dapat memberikan hasil positif apabila terdapat kontaminasi 
meskipun dalam jumlah yang sangat sedikit, misalnya dari aerosol yang mengandung DNA 
sasaran (Hsieh, Mage, Csordas, Eisenstein, & Soh, 2014). Kontaminasi dari sumber eksternal 
dapat dicegah dengan selalu menggunakan peralatan steril, mencampur DNA cetakan di 
tempat yang terpisah dengan reagen reaksi, menutup tabung dengan parafilm ataupun 
melakukan modifikasi UNG-LAMP (Fernandez-Soto et al., 2014; Dhama et al., 2014).  
 
Deteksi dengan PCR 
Reaksi PCR dilakukan menggunakan primer outer dari LAMP seperti yang dilakukan 
oleh Fernandez-Soto et al. (2014). Variasi suhu penempelan primer pada 51-59oC menunjukkan 
hanya terdapat larik tunggal berukuran 229 bp (Gambar 3). Reaksi PCR yang dilakukan dalam 
deteksi Vibrio harveyi selanjutnya akan dilakukan dengan suhu penempelan primer 59oC. Hal 
ini dilakukan untuk mencegah terjadinya reaksi silang antar primer dengan DNA dari bakteri 
yang berbeda jauh. 
 
Gambar 3. Optimasi suhu penempelan primer. M adalah ladder 100 bp. Suhu dalam Celcius. 
Pengujian terhadap pembentukan reaksi silang dilakukan dengan 2 bakteri lain yakni 
Vibrio cholerae dan Escherichia coli. Primer outer yang didesain tidak menunjukkan adanya 
reaksi silang dengan kedua bakteri tersebut (Gambar 4). Hal ini menandakan bahwa primer 
tersebut spesifik dan dapat digunakan untuk deteksi Vibrio harveyi. Hal ini dikarenakan gen 
toxR hanya dimiliki kelompok Vibrionaceae serta memiliki diversitas yang tinggi (Conejero & 
Hedreyda, 2003). Diversitas yang tinggi pada gen toxR menyebabkan terdapat variasi yang 
cukup besar antar spesies Vibrio tetapi memiliki kemiripan yang cukup tinggi dalam satu 
spesies sehingga dapat digunakan untuk identifikasi bakteri Vibrio (Pascual, Macian, Arahal, 
Garay, & Pujalte, 2010). 
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Gambar 4. Pengujian spesifisitas primer pada Escherichia coli (Ec), Vibrio cholerae (Vc) dan 
Vibrio harveyi (Vh). M adalah ladder 100 bp dan K adalah kontrol. 
Batas deteksi diukur menggunakan DNA dengan 2 metode ekstraksi yang berbeda pada 
berbagai tingkat pengenceran 10 kali. Produk amplifikasi berukuran 229 bp dapat teramati 
hingga tingkat pengenceran 10-3 menggunakan DNA yang diekstraksi dengan thermal lysis juga 
10-2 menggunakan DNA yang diekstraksi dengan Chen & Kuo (Gambar 5). Berdasarkan kadar 
DNA yang diekstraksi, DNA yang diperoleh dengan thermal lysis dapat terdeteksi hingga 0,526 
ng.µL-1 sementara DNA yang diperoleh dengan metode Chen & Kuo dapat terdeteksi hingga 
2,605 ng.µL-1. Hal ini dikarenakan tidak ada DNA yang terbuang akibat proses pengendapan 
alkohol yang dilakukan pada metode Chen & Kuo sehingga memiliki rendemen yang lebih 
tinggi. Penelitian serupa untuk mendeteksi Loa loa menggunakan PCR juga mendapatkan batas 
deteksi hingga 0,5 ng tiap reaksinya (Fernandez-Soto et al., 2014). Apabila ditentukan 
berdasarkan jumlah bakteri yang digunakan, primer ini dapat mendeteksi hingga 2,09 × 106 
CFU.mL-1. 
 
 
Gambar 5. Batas deteksi Vibrio harveyi dengan metode ekstraksi DNA thermal lysis (a) dan 
Chen & Kuo (b). M adalah ladder 100 bp dan K adalah kontrol. 
Primer yang digunakan dalam penelitian ini secara umum masih tidak cukup sensitif. Hal 
ini dikarenakan batas deteksi dari sebagian besar galur Vibrio harveyi (Saulnier, Haffner, 
Goarant, Levy & Ansquer, 2000). Akan tetapi walaupun primer yang digunakan dalam 
penelitian ini kurang sensitif dibandingkan penelitian lain yang dapat mendeteksi hingga 4.000 
sel.mL-1, namun primer ini telah dibuktikan dapat digunakan untuk deteksi DNA yang 
diekstraksi dengan thermal lysis (Pang et al., 2006). Primer ini juga cenderung lebih spesifik 
dan lebih sensitif dibandingkan penggunaan primer yang berbasis 16S rDNA untuk deteksi 
Vibrio harveyi (Oakey, Levy, Bourne, Cullen, & Thomas, 2003). 
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SIMPULAN  
Desain primer LAMP untuk deteksi Vibrio harveyi dengan daerah kosong sebesar 47 bp 
untuk penempelan primer stem serta 28 dan 26 bp untuk penempelan primer loop telah 
berhasil dibuat. Akan tetapi, primer tersebut tidak dapat digunakan untuk deteksi LAMP karena 
terjadi false positive. Sementara itu, primer outer (F3 & B3) dapat digunakan untuk deteksi 
Vibrio harveyi secara spesifik hingga 0,526 ng.µL-1. 
Primer outer yang didesain dalam penelitian ini masih dapat dikembangkan lebih lanjut 
dengan meningkatkan sensitivitas serta menguji spesifisitas terhadap beberapa galur Vibrio 
harveyi dan pengujian reaksi silang dengan Vibrio lainnya. Sementara itu, primer LAMP dapat 
diuji ulang untuk memastikan keberadaan false positive disebabkan oleh dimer primer atau 
pembentukan struktur sekunder dan bukan dikarenakan terjadi kontaminasi. 
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